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pUC19－1ヨσZC141　DNA　reversion　assayにより解析した
多野式芳香族炭化水素類の誘発する変異原性について
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　pUC19－1αoZC141　DNA　reversion　assay　system　was　used　for　allalysis　i皿the　mutagenesis　of
polycyclic　aro皿atic　hydrocarbons（PAHs）血蕊。舵r励’αoo1∫，　Eighteen　PAHs　were　pre血cubated
individualy　in　the　presence　of　Sg　fraction　from　Aroclor　1254　induced　rats（rat－S9）or　hu皿an
cytochrome　P4501A1（CYPIA1）．Mutagenesis　resulted　from　PAH－DNA　adducts　was　examined
in　E．　co1’strain　BMH71－18吻S．　When　PAHs　were　pretreated　with　rat－S9，1，2－benzanthracene，
pyTene，　1，2：3，4－dibenzanthracene，　benzo［9海］pyrene，　benzo［θ］pyrene，　benzo［ろ］fluoranthene，
chrysene　and　dibenzo［ゑ雄ゾ］chrysene　were　strong　mutagens　in　the　pUC19－1αcZC141　DNA　reversion
assay　system．　The　mutagenicities　of　coronene，　fluoranthene，　benzo［ノ］fluoranthene，1，2：8，9－di－
benzopentacene　and　1，2：5，6－dibenzanthracene　were　er血anced　by　the　pretreat皿ent　with　CYPlA1．
Although　PAHs　metabolized　enzymatically　were　efficient　in　producing　mutations，　differences　in
the　mutagenesis　of　individual　PAH　were　observed，　The　differences　in　the　mutagellesis　wi11　be
ullderlined　by　species－dependellt　differences　in　the　metabolite　profiles．　Furthermore，　the
皿utation　spectra　from　all　PAH　adducts　were　s㎞ilar血the　same　ZocZ－host．　Over　than　80％of
mutations　were　base－substitutions，　and　mostly　G：C→A：T（C：G→T：A）transitions　were　ob－
served　at　G：Cbase－pa虻surrounded　by　G：Cbase－pa血血pUC19－」αcZC141　DNA．　In　addition，
the　frameshifts　were　produced．　The　mutation　spectra加dicated　that　the　frameshift　mutations
were　mainly　consisted　of　a　single　deletion　of　a　G　l　C　base－pa辻at　the　run　of　G：Cbase－pair．
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緒 言
　近年，ディーゼル排気ガスや産業廃棄物の焼却などを発
生源とする多環式芳香族炭化水素（PAH）類が大気，水
質，土壌などを広く汚染していることがWHOなどの報告
で明らかにされた1－6）．広範囲にわたるPAH類による環境
汚染は，発がんなどのヒトへの健康被害を増加させるので
はないかと危惧されている．このようなことから，個々の
PAHについて，ヒトに対する発がん性や発がん作用機序，
さらに遺伝毒性の有無などを明らかにすることが求められ
ている．
　PAH類は，生体に取り込まれると，主にシトクローム
P450薬物代謝酵素（CYP）1A分子種により代謝され，生
成された酸化活性体などがDNAやタンパク質に結合して
突然変異などを誘導する7＞．一般的に，DNAの損傷による
突然変異は発がんや遺伝毒性の引き金として認識され，突
然変異誘発能（変異原性）が発がん性及び遺伝毒性を示す
物質の選択マーカーとなっている8）．従って，発がん性など
が疑われるPAHを明らかにするには最初に変異原性試験
によるスクリーニングを行うことが有効と思われる．
　著者らは，発がん性物質の高感度評価法の開発の一環と
して，化学物質の変異原性を解析するための試験法として
pUC19－1αoZC141　DNA　reversioll　assay　systemを作成し
た9｝．この試験法は，1αoZ　141番目のアラニンをプロリンに
置換したpUC19－10cZC141　DNAプラスミドを化学物質で
処理した後，宿主の大腸菌に導入して，プレート上に現わ
れるβ一ガラクトシダーゼ活性の復帰した青色コロニーの
発生率より化学物質の変異原性を評価する試験法である．
pUC19－1αoZC141　DNA　reversion　assay　syste皿は，化学
物質に応じて試験条件を適宜調節することができるばかり
でなく，化学物質で前処理したpUC19－1αcZC14ユDNAを
宿主の大腸菌に導入し，突然変異を解析するために，殺菌
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剤などについても変異原性を調べることができる．しかも，
このアッセイ系は，様々な性質を持った宿主菌が使用でき
るため，DNAの損傷による突然変異の誘発機構や修復機
構についても解析を行うことが可能である．
　そこで，著者らはPAH類の安全性を評価するための知
見を得るために，ラットとヒトCYPの酵素系を用いて代
謝活性化したPAHについてpUC19－1αoZC141　DNA　rever－
sion　assayを行い，それらの変異原性を明らかにするこ
とを試みた．本報では，ラットS9とヒトCYPIA1にて代
謝活性化した18種類のPAHの変異原性について大腸菌
BMH71－18〃競Sを宿主菌としてpUC19－1αcZC141　DNA
reversion　assayを行い解析したので報告する．
方 法
1．試　薬
　pUC19－1αcZC141　DNA　reversion　assayによる変異原性
試験には，18種類のPAHを用いた．18種類のPAHは以
下のとおりである．
　アントラセン類として，アントラセン（Anth），1，2一ベ
ンゾアントラセン（1，2－BA），2，3一ベンゾアントラセン
（2，3－BA），1，2：3，4一ジベンゾアントラセン（1，2：3，4－DBA），
1，2：5，6一ジベンゾアントラセン（1，2：5，6－DBA），ペンタセ
ン類として，ペン冷汗ン（Pent），1，2：8，9一ジベンゾペンタ
セン（1，2：8，9－DBP），ピレンi類として，ピレン（Pyr），
ベンゾ［α］ピレン（BaP），ベンゾ［θ］ピレン（BeP），クリ
セン類として，クリセン．（Cry）とジベンゾクリセン
（DBCry），ベンゾ［吾嬬ペリーレン（Bghip），コロネン
（Cor），フルオランセン類として，フルオランセン（Flu），
ベンゾ圏フルオランセン（BbF），ベンゾ［ノ］フルオランセ
ン（BjF），ベンゾ囮フルオランセン（BkF）．
　これらのPAHは，和光純薬工業（株），第一化学薬品
（株），大同薬品工業（株），アルドリッチ及びシグマ心底の
特級試薬を購入して使用した．各々のPAHは，　DMSOに
溶かして10μg／mL濃度の原液を調製した後，原液を適宜
希釈して，Aroclor－1254で処理したラットの肝組織より調
製されたラットS9（和光純薬工業（株）製）またはヒト
CYPIA1ミクロソーム（第一化学薬品（株）製）にて前処理
を行って，pUC19－100ZC14ユDNAと反応させた．
2．コンピテント細胞の調製
　本実験には，コンピテント細胞として大腸菌BMH71－18
脚ごSを使用した．プラスミドを導入するためのコンピテ
ント細胞の調製は，塩化カルシウム法に従って行った9）．
大腸菌BMH71－18脚’S（宝酒造社製）の保存液より5μL
をLB培地20　mLを入れた50　mしのファルコンチューブに
添加して，37℃，3時間振盟培養した．その後，2，000
rpm，10分間，4℃で遠心分離し，集めた整体を0．1　M塩
化カルシウム10mしに懸濁し，同じ条件下で遠心分離した．
菌体を再度0．1M塩化カルシウム10m工に懸濁し，30分間
氷冷した後，2，000rpm，10分間，4℃の遠心分離に供し
た．回収した当体は，0．1M塩化カルシウム1．OmLに懸濁
してコンピテント細胞（2．0×106transfo㎜ants／μg
pUC19）とした．
3．pUC19一孟aoZC141　DNAの調製
　二本鎖に直接変異を導入するSite－directed
mutagenesis法を用いて作製したpUC19－1αcZC141　DNA9）
（30ng／mL）1μしとコンピテント細胞液100μLを15　mし
のファルコンチューブに取り混合して，氷冷下に20分間置
いた．底冷後，42℃で1分間ヒートショックを行い，2分
間氷冷後，LB培地1mLを加えて，37℃，4時聞振盤培
養を行った．この培養液200μLをLB／ampicillin（100μg／
mL）培地500　mしに添加し，37℃で一夜比量培養した．培
養液は，4℃，2，000rpm，10分間遠心分離し，回収した
菌体よりpUC19－1αoZC141　DNAを抽出，精製した．
　pUC19－1αoZC141　DNAの抽出，精製は，　QIAGEN
PIasmid　Tip－500（キアーゲン社製）を用いて行った。定
法に従って精製したpUC19一～αcZC1虹DNAは滅菌蒸留水
に溶かし，1ng／μL濃度になるように希釈・調製して，
PAHとの反応に使用した．
4．ラットS9によるPAHの前処理
　Aroclor　1254で処理したラットの癌組織より調製された
ラットS9（0．5　mg　microsomal　protein）（和光純薬工業
（株）製）によるPAHの前処理はJerinaの方法に準じて行っ
た10）．最初に，DMSOにて調製したPAH液（10μg／mL）
100μLをラットS9溶液2mLを添加した10血L遠心管に
取り，37℃，2時間インキュベーションした．反応終了後，
直ちに4mしのジクロロメタンを添加して，5分間振盟抽
出を行った．この操作を2回行い，集めたジクロロメタン
層に芒硝を添加し脱水処理した後，ジクロロメタンを窒素
気流下，室温で除去した．残渣をメタノール1m五にて溶
かし，この溶液5μしとpUC19－10cZC141　DNA（1ng／μL）
50μLを25℃，2時間反応させた．反応終了後，フェノー
ル・クロロホルム及びエタノール処理を行い，Speed　Vac
て乾燥させた．PAH・pUC19－1αcZC141　DNAは滅菌蒸
留水50μしに溶解してreversion　assayに供した．
5．ヒトCYPI　A1によるPAHの前処理
　次に，ヒトCYPIAI　cDNAを組換えたpHEBoベクター
を導入したヒトBリンパ芽球様細胞株AHH－1から調製さ
れたCYPIA1ミクロソーム（25　pmol　CYPIAl／mg
microsomal　protein）（第一化学薬品（株）製）を用いて使
用マニュアルに従ってPAHを前処理した．最初に，　PAH
液（10μg／mD　10μLを10　mL遠心管に分取し，ヒト
CYPIA1ミクロソーム液100μLを添加した後，37℃，2時
間インキュベーションした．ラットS9処理の場合と同様，
反応液をジクロロメタン処理し，窒素気流下で乾燥後，残
渣をメタノール100μしに溶かし試験液を調製した．試験
台5μ■をpUC19－1αcZC141　DNA（1ng／μL）50μしに添
加し，25℃，2時間インキュベーションし，フェノール・
クロロホルム及びエタノール処理を行い，Speed　Vacに
て乾燥させた．PAH・pUC19－1αcZC141　DNAは，滅菌蒸
留水50μしに溶解してreversion　assayに供した．
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6．pUC19一伯αZC141　DNA　reversion　assay
　pUC19－100ZCユ41　DNA　reversion　assayはOgawaらの
方法に従って行った9）．ラットS9またはヒトCYPIA1にて
前処理したPAHと反応させて得られたpUC19－10cZC1虹
DNA溶液10μLを2mしのエッペンドルフチューブにとり，
コンピテント細胞（2．0×106transfo㎜ants／μgpUC19）
100μLを加えて，42℃，1分間のヒートショックによる
トランスフォーメーションを行った．さらに，LB培地890
μLを添加して，37℃で1時間振量培養した．培養液は，
50μ■ずつ2％5－bromo－4－chloro－3－indolyl一β一D－galacto－
pyranoside（X－ga1）100μしと15μM　isoprGpy1一β一D－
thiogalactopyralloside　（IPTG）40μLを添加した
LB／ampicillin（100μg／mL）寒天培地に塗布した．培養液
の全量を塗布した後，37℃で一夜培養して，プレート上に
形成されたすべてのコロニーを数えた．各々のPAHの突
然変異誘発率は，全コロニー数に占める青色及び水色のコ
ロニー数の割合をもって表した．
7．佃αZDNAの塩基配列の決定
　プレート上に形成された青色及び水色のコロニーの一部
を滅菌楊枝を用いてLB／ampicillin（100μg／mL）培地5
mしに移し，37℃で一夜振盤培養した．培養液2mLをエッ
ペンドルフチューブに取り，4℃，4，000rpm，10分間遠
心分離して集菌した．大腸菌からのpUC19－1α6Z　DNAの
抽出・精製に ，QLAGEN　PIasmid　Tip－20（キデーゲン
社製）を用いた．定法に従って精製したpUC19－1αoZ
DNAは，滅菌蒸留水20μ五に溶かし，シーケンシングに
使用した．
　1αoZ　DNAの塩基配列は，　Taq－polymelase　Dye－
temlinator　cycle　sequencing　FS　kit（アプライドバイオ
システムス社製）を用いて決定した．シーケンシング反応
液は，滅菌蒸留水2μL，pUC19－1αoZ　DNA液3μL，
Primer　（5仁CCATTCAGGCTGCGCAACTG－3’）　（3
pmo1） μL及びPremixture　FS　2μLをPCR用200
μしのチューブに取り調製した．サイクルシーケンシング
反応は，95℃／15秒，50。C／5秒，60℃ノ4分を1サイクルと
し，25サイクルの条件で行った．反応液は，エタノール処
理して乾燥させた後，残渣を25mM　EDTA・Blue－
dextran（50　mg／mL）1μLを含んでいるホルムアルデヒ
ド5μ工に溶解した．この溶液を92℃で2分間加熱処理し
て，2μLを塩基配列の決定に用いた．」αcZ　DNAの塩基
配列は，ABI－PRISM377　DNAシーケンサ（アプライド
バイオシステムス社製）により決定し，GeneWorks　ver．
2．5．1（帝人社製）を用いて解析した．
Table　l　Mutagenesis　of　pUC19一佃oZC141　DNA　Exposed　to　Polycyclic　Aromatic
　　　　　Hydrocarbons（PAHs）Pretreated　with　Rat　Sg　Fraction
ChemicalsNo．　of　transfomants
　screened　（×105）
　　　　　　　　　　Mutant　frequencyNo，　of　revertants　　　　　　　　　　　　　（×10－5）
Contro1 6．4 4 0．6
Anthracene
1，2－Benzanthracene
2，3－Benzanthracene
1，2：3，4－Dibenzanthracene
1，2：5，6－Dibenzanthracene
13．3
8ユ
14．5
10．6
11ユ
12
30
9
20
8
0．9
3．7
0．6
1．9
0．7
Pentacene
1，2：8，9－Dibenzopentacene
10．0
9．3
3
7
0．3
0．8
Pyrene
Benzo［α］pyrene
Benzo［θ］pyrene
．12．6
13．3
13．5
35
11
13
2．8
0．8
1．0
Chrysene
Dibenzo［ろ，∂げ］chrysene
11．5
11．7
11
10
1．0
0．9
Benzo［9姻perylene 11．8 14 1．2
Coronene 11ユ 4 0．4
Fluoranthene
Benzo［ゐ］fluoranthene
Benzo［プ］fユuoranthene
Benzo囮fluoranthene
9．2
10．4
9．8
9．5
5
12
6
7
0．5
1．2
0．6
0．7
pUC19－1αcZC1岨DNA　not　exposed　to　the　polycyclic　aromatic　hydrocarbons（PAHs）was　used　as
control．　E　oo1’BMH71－18溺躍S　stra㎞was　used　as　host　bacteria　of　pUC19－10cZC141　DNA　reversion
assay．
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Table　2Analysis　of　DNA　Sequence　Changes　in　Alkylated　pUC19一佃σZC141　DNA
Transformed　into　Eσo〃BMH71－18m醒S
Chemicals Base－changes Deletions
G→A　　C→A　　C→G　　C→T　　CC→GT C T　　　FL
Tota1
Contro1 4 4
A【ユthracelle
1，2－Benzanthracene
2，3－Benzanthracene
1，2：3，4－Dibenzanthracene
1，2：5，6－Dibenzanthracene
1
2
1
6
2
1
9
21
6
18
5
1
1
1
1
1
1
12
30
9
20
8
Pentacene
1，2：8，9－Dibenzopentacene2
3
5
3
7
Pyrene
Benzo［α］pyrene
Benzo［θ］pyrene
1
1
2
2 2 22
6
10
3 1
3
1
2
1
35
11
13
Chrysene
Dibenzo［ろ，曜］chrysene 1
9
12
1 1 11
10
Benzo［9瑚perylene1 13 14
Coronene 1 3 4
Fluoranthene
Benzo［司fluoranthene
Benzo［ノ］fluoranthene
Benzo囮fluoranthene
2
5
10
4
3
2
1
3
5
12
7
6
Tota1 5 10 13 168 3　　15 1 6 221
pUC19－1αcZC14ユDNA　was　exposed　to　the　polycyclic　aromatic　hydrocarbons（PAHs）pretreated　with　rat　Sg　frac－
tion．　FL　shows　the　deletion　of　7　nucleotide　sequences（AATGGCG）．
結 果
1．ラットS9にて前処理したPAH類による突然変異
　ラットS9により前処理したPAHと反応させたpUC19－
1αcZC141　DNAを用いてトランスフォーメーションさせた
BMH71－18〃磁Sでは，8．1×105～14．5×105個のコロニー
が形成された．これらのコロニー当たり，PAHの種類に
より3個から35画面突然変異体が検出された．Table　1に
ラットS9により前処理したPAH類の突然変異誘発率を示
した．PAH類による突然変異誘発率は，0．3×10－5～3．7×
10｝5であった．最も高い突然変異誘発率は，1，2－BAの3．7
×10一5であった．次いでPyr　2．8×10皿5，1，2：3，4－DBA　1．9
×10－5，BghiP　1．2×10－5，　BbF　1．2×10－5の順に高い突
然変異誘発率が認められた．また，BeP，　Cry，　DBCryに
もそれぞれ1．0×10－5，1．0×1r5，0．9×10－5の突然変異誘
発率が認められた．しかし，2，3－BA，　Pent，　Cor，　Flu，
BjFには，コントロールの突然変異誘発率（0．6×10－5）を
上回る値が認められなかった．
　検出された217個の突然変異の様相を解析したところ，
塩基置換による突然変異が約90％，欠失によるものが10％
であった（Table　2）．　Table　2に示したようにC→Tま
たはG→Aによるトランジッション型の塩基置換が88％，
C→AまたはC→Gのトランスバージョン型の塩基置換は
12％であった．また，欠失ではシトシン1塩基の欠失に伴
うものが60％を占めていた（Table　2）．　Fig．1には，
1αoZ141　DNAのプラス鎖の105番目から250番目の塩基配列
における突然変異スペクトルを示した．塩基配列の上下に
示したG，A，　Tの文字は，それぞれグアニン，アデニン，
チミンを，△は記号を表示した位置の塩基または塩基配列
が欠失していることを示している．今回，実験に供した18
種類のPAHは分子構造を異にするが，類似した突然変異
を誘発した．総計217個の変異体のうち，コントロールで
検出された4個の変異体とPAH処理により得られた186
個の変異体は1αcZ141　DNAの141番目と142番目の位置でシ
トシンがアデニン，グアニン，チミンのいずれかに置き換
わっていた（Fig．1）．塩基置換は，ほかに189番目の位置
でシトシンがチミンに，214番目と215番；目の位置でグアニ
ンがアデニンに換わった変異体がそれぞれ3個体と5個体
検出された（Fig．1）．また，15個の変異体には，1αcZ141
DNAの1舘番目から136番目のCCCCC配列でシトシンの
欠失が，それに202番目のチミン，210番目のグアニンの欠
失によるものがそれぞれ1個体と3個体検出された（Fig．
1）．なお，1，2：5，3－DBA，　Pyr及びBaPにより誘導され
た6変異体には，211番目から217番目の塩基配列
（AAT（｝GCG）が欠失していた（Fig，1）．
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CCCCCCCCCCCCCCC
　　　△
鵬一一　↓㎝CAA（皿AAT　CGC㎝GCA㏄A¢AT．　CCC　CCTη℃CCC　AGC　TGG　CG躍
！10 ？ 15◎
一GGGGAAAAA曲
AAT　AGC　GAA：GAG　GCC　CGC　ACC　G4T　CGC　CCr　TCC　CAA　CAG　TTG　CGC　AGC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑　　　　　　　200
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿
　　　　　　　G
　　　　　　　G
T　　　　　　　G　　　A
△　　　　　　△　　↓
（璽｝AAT　Gα）GAA　TGG　CGC（コ℃ATG　CGG　TATγrTαrC㎝ACG　CATσr6
　　　　▽　　　　　　全　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　250
　　A湿G（℃G　　　　AAAA
　　AATGGCG　　AみTG（KコG
　　A幽ぼGGCG
　　AATG（鵬
　　AATG（KX｝
Fig．1　Spectrum　of　Mutations　lnduced　by　Polycyclic　Aromatic　Hydrocarbons（PAHs）
　　　　Pretreated　with　Rat　S9　Fraction
The　DNA　sequence　represents　the　plus　strand　of　pUC19－1αoZC141　DNA　fro皿positions　105　to
250．Abase　marker（A，　G，　C　and　T）above　or　below　this　sequence　corresponds　to　a
mutation．　Single－base　substitutions　at　proline　（CCC）　codon　cause　a　reversion　to　the　dark－
blue　phenotype，　indicathlg　ftUl　restoration　ofβ一galactosidase　activity．　At　other　positions，
base－substitutions　and　deletions　are　phenotypically　light－blue．↓　and　↑，base　substitutions；
△　and　▽，deletion，
2．ヒトCYPI　A1にて前処理したPAH類による突然変異
　ヒトCYPIA1により前処理したPAHの変異原性を解析
した．ヒトCYPIA1により前処理したPAHを反応させた
pUC19－ZαoZC141　DNAを導入したBMH71－18〃観Sからは，
4．0×105～5．3×105個のコロニーが形成され，PAHの種類
により2個から16個の突然変異体が検出された（Table　3）．
各PAHによる突然変異誘発率は，0．4×10－5～2．9×10－5
であった．なお，ヒトCYPIAミクロソームのみで処理し
たコントロールの突然変異誘発率は0．6x10一5であっ’た．
Table　3に示したように，18種類のPAHの中でPyrに最
も強い変異原活性が認められた．その突然変異誘発率は，
2．9×10－5であった．次いでDBCry　2．7　x　10－5，　BghiP　2．1
×10－5，BeP　2．0×10－5，1，2－BA　1．9×10－5，　Flu　1．9×
1『5，1，2：3，4－DBA　1，6×10一5，　Cor　1．5×10－5の順に高い突
然変異誘発率が認められた（Table　3）．また，　BbF，
BkF，　BjF，1，2：8，9－DBP，1，2：5，6－DBAにも高い突然変
異誘発率が認められた．突然変異誘発率は，それぞれ1．4×
1r5，1．4×10－5，1．1×10－5，！．2×10－5，1．0×10－5であっ
た（Table　3）．
　次に，ヒトCYPIA1により前処理したPAHにより誘発
された突然変異の様相を解析した結果をTable　4に示し
た．Table　4に示したようにCYPIA1で処理されたPAH
は，ラットS9処理と同じような突然変異を誘発した．塩
基置換による突然変異が約80％，欠失によるものが20％で
あった（Table　4）．塩基置換の中で，　C→TまたはG→A
によるトランジッション型の変異が占める割合は83％，C
→AまたはC→Gのトランスバージョン型変異が17％であっ
た．一方，皆皆ではラットS9処理の場合と同様に，シトシ
ン 欠失に伴うものが60％を占めていた（Table　4）．
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Table　3Mutagenesis　of　pUC19一伯oZC141　DNA　Exposed　to　Polycyclic　Aromatic　Hydrocarbons
（PAHs）Pretreated　with　Human　Cytochrome　P4501A1（CYPIA1）
Chemicals No，　of　transfomants
　　screened　（×105）No．　of　revertants
Mutant　frequency
　　　　（×10一‘）
Contro1 6．4 4 0．6
Anthracene
12－Benzanthracene　，
23－Benzanthracene　，
1，．2二3，4－Dibenzanthracene
12：5．6－Dibenzanthracene　，　　　　　　，
4ユ
4．3
5。5
4．4
5．0
3
8
5
7
5
0．7
1．9
0．9
1．6
1．0
Pentacene
1，2：8，9－Dibenzopentacene
5．2
5．2
≧
6
0．8
1．2
P∬ene
Benzo［α］pyrene
Benzo［ε］pyrene
4．1
4．4
4．0
12
　5
　8
2．9
0．9
2．0
Chrysene
Dibenzo［ゐ，∂げ］chrysene
5．0
5．2
2
16
0．4
2．7
Benzo［9瑚perylene 5．2 11 2．1
Coronene 5．3 10 1．5
Fluoranthene
Benzo［わ］且uoranthene
Benzo［ノ］fluoranthene
Benzo囮fluoranthene
4．2
5．0
5．3
5．1
1．9
1．4
1．1
L4
pUC19－10cZC141　DNA　not　exposed　to　the　polycyclic　aromatic　hydrocarbon（PAH）was　used　as　con－
tro1．　E．　oo1～BMH71－18〃2躍．S　stra㎞was　used　as　host　bacteria　of　pUC19－1αcZC141　DNA　reversion　assay．
Table　4　Analysis　of　DNA　Sequence　Changes　in　Alkylated　pUC19一佐oZC141　DNA　Transformed
　　　　　　　　　into　Eσo〃BMH71－18〃7αfS
Chemicals Base－changes Deletions
G→A C→A C→G C→T　　CC一弓GT G C T FL
TotaI
Contro1 4 4
Anthracene
12－Benzanthracene　，
23－Benzanthracene　，
12：34－Dibenzanthracene　，　　　　　，
12：56－Dibenzanthracene　，　　　　　， 1
1
2
1
2
6
5
4
2
1
1
一　　　　　3
－　　　　8
－　　　　　5
2　　　　7
－　　　　　5
Pentacene
1，2：．8，9－Dibenzopentacene1
3
4 1
1 4
6
Pyrene
Benzo［α］pyrene
Benzo［ε］pyrene　・
2
1 2
9
3
5
1
2
12
　5
　8
Chrysene
Dibenzo［わ，∂げ］chrysene
1
9 3
1　　　－
　　　　　1
一　　　　　2
3　　　　16
Benzo［9刎perylene 2 6 3 11
Coronene 1 1 5 1 1 1 10
Fluoranthene
Benzo［わ］fluoranthene
Benzo［ノ］fluoranthene
Benzo囮fluoranthene
2
1
1
1
1
2
4
5
4
4
2・ 1
8
7
7
6
Tota1 4 13 5 82 2 3 15 2 8 134
pUC19－1αcZC1虹．DNA　was　exposed　to　the　polycyclic　aromatic　hydrocarbons
CYPIA1．．　FL　shows　the　deletioll　of　7　nucleotide　sequences（AATGGCG）．
（PAHs）　pretreate 　with　human
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蝋
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　職
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㎜
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CCC　　　　T㎜T
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CCCCCCCC　　　T㎜T
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　△　　　　　↓
GT「CAA㎝AAT　CGC　Crr㏄A㏄ACAエCCC　C（πTrC⊆gC　A㏄TGG　C（汀
　　　110　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　北上　　　’　150
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　Gr　TrrTrrrrrr
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　σrrrrr質TTrrr
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　磁
AAT　AGC　GAA　GAG　GCC　C㏄ACC　GAT　CGC　CCT　TCC　CAA　CAG　TTG　CGC　AGC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑　争　・　ξ200
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　　7　　　　　　G
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G
　T　　　　　　　　　　A
　△　　　　　　　　　↓
（TG　AAT　GGC　GAA　TGG　COC　CTG　ArG　CGG　TAT　Trr（コ℃（π「ACG　CAT　CrG
　　　▽　　　　　　↑　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　250
　　AATGGα｝　　　　　AAA
　　AATG（鶏
　　AATGGCG
　　AATGG（X｝
　　AATG〈℃G
　　AATGGCG
Fig．2　Spectrum　of　Mutations　lnduced　by　Polycyclic　Aromatic　Hydrocarbons（PAHs）
　　　　Pretreated　with　Human　Cytochrom　P4501A1（CYPIA1）
The　DNA　sequence　represents　the　plus　strand　of　pUC19－1αoZC141　DNA　from　positions　105　to
250．Abase　marker（A，　G，　C　and　T）above　or　below　this　sequellce　corresponds　to　a
mutation．　Single－base　substitutions　at　proline（CCC）codon　cause　a　reversion　to　the　dark－
blue　phenotype，　indicat血g　full　restoration　ofβ一galactosidase　activity．　At　other　positions，
base－subs廿tutions　and　deletions　are　phenotypically　light－blue．↓　and　↑，base　substitutions；
△　and　▽，deletion．
　Fig．2には，1αoZ141　DNAのプラス鎖の105番目から250
番目の塩基配列における突然変異のスペクトルを示した．
塩基配列の上下に示したG，A，　Tの文字と△記号は，
Fig．1と同様に，それぞれに対応する塩基と欠失を示して
いる．ヒトCYPIA1で処理したPAHにより誘発された突
然変異は，ラットS9で処理したPAHの場合とほとんど同
じスペクトルを示した．134個の変異体は1αcZ141　DNAの
141番目と142番目の位置でシトシンがアデニン，グアニン，
チミンのいずれかに置き換っていた（Fig．2）．塩基置換
は，ほかに186番目と189番目の位置でシトシンがチミンに，
214番目と215番目の位置でグアニンがアデニンに換わった
変異体が検出された（Fig．2）．一方，欠失は1αcz141DNA
の132番目から136番目のCCCCC配列で，1塩基を欠失し
た変異体が15個体，202番目のチミン塩基の欠失が2個体，
210番目のグアニン及び211番目から217番目のAATGGCG
配列の欠失がそれぞれ3個体と8個体検出された（Fig．2）．
考 察
　pUC19－ZαcZC141DNA　reversion　assayで自然に誘発さ
れる突然変異誘発率は，0．6×1r5であるが9），18種類の
PAHの処理による突然変異誘発率は，ラットS9前処理で
は0．3×10－5～3．7×10　5であり，ヒトCYPIA1前処理では
0．4×10－5～2．9×10－5であった．ラットS9で前処理した
PAH類の中で，1，2－BA，　Pyr，1，2：3，4－DBA，　BghiP，
BbF，　BeP，　Cry，　DBC】写の8種類にコントロール（ラッ
トS9のみで処理；0．6×10－5）より高い0．9×10－5～3．7×
10－5の突然変異誘発率が認められた．また，ヒトCYPIA1
による前処理では上記8種類のPAHに加えてCor，　Flu，
BjF，1，2：8，9－DBP，1，2：5，6－DBAにも1．0×10－5～1．4×
10－5の突然変異誘発率が認められた．今回の試験では，ラッ
トS9，ヒトCYPIA1前処理ともに変異原性を示すPAH
とヒトCYPIA1前処理によって変異原性を示すPAHがあ
ることが示唆された．
　pUC19－1αcZC141　DNA　reversion　assayには，　Aroclor
1254で処理したラットの肝臓から調製されたS9を使用し
た．このS9には，ラットCYPIA1が誘導されていてヒト
のCYPIA1と同様にPAHを酸化することができる7）．ラッ
トS9で処理したPyr，　DBCry，　BghiP，　BeP，1，2－BA，
1，2：3，4－DBA，　BbFは，ヒトCYPIA1で処理した；場合と同
様強い変異原性を示した．Simsらは，　BaPでは7，8一ジオー
ルー9，10一エポキシドがCYPIA1により生成され，　DNAの
グアニン塩基と容易に反応して突然変異作用を示すことを
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明らかにしている11＞．1，2－BA，　BghiP，　BbFなどもBaP
と類似した構造をもっていることから，これらのPAHの
変異原性にはジオールエポキシド体が関与しているものと
推察される11）．また，オキサイド体もジオールエポキシド
体と同様に突然変異作用を有することが知られている12）．
Pyr，　BePなどでは，構造の類似性からジオールエポキシ
ド体に代わってオキサイド体が突然変異作用に関与してい
るものと考える．一方，Doe㎞erらは，1，2－BAをヒト
CYPIA1で代謝すると，8，9一位のほかにラットの酵素系で
はほとんど生成されない3，4一位，8，9，10，11一位のオキサイド
を効率良く生成することを報告している13）．ラット
CYPIA1とヒトCYPIA1とでは種差があり，同じPAHを
代謝しても代謝活性化する位置を異にするようである．ラッ
トS9またはヒトCYPIA1で前処理した場合，　PAHに変異
原性の違いが認められたのは，酸化の位置を異にした代謝
物による突然変異作用に影響されたためと考える．
　PAH類は分子構造や大きさが異なっていてもトランジッ
ション型やトランスバージョン型の塩基置換及び欠失によ
る突然変異を同じように誘発することが認められた．PAH
により誘導された突然変異の約80％は，1αcZC141　DNAの
141番目，142番目の位置でのC→T，C→A，　C→Gいずれ
かの塩基置換変異，または214番目と215番目の位置での
G→A塩基置換変異であった．これらの塩基置換変異は，
C→T，G→Aのトランジッション型変異が90％を占めて
いた．C→AまたはC→Gトランスバージョン型の変異は
10％であった．一方，1αcZC141　DNAの132番目から136番
目のCCCCC配列や211番目から217番目のAATGCGGの
ような繰り返し配列では，1塩基及び6塩基の欠失が認め
られた．喪失を伴う突然変異は，検出された変異の約20％
であった．PAHによる突然変異は，主にpUC19－1αoZC141
DNAのG：C塩基対が連続する領域で誘導されているこ
とが認められた．
　上記の塩基置換型変異や欠失の誘導には，シトシンの2
位と6位の水酸基及びグアニンの2位と7位のアミノ基の
アルキル化が重要な役割をしているものと考える．つまり，
2位と6位の位置でPAHによる02一及び06一アルキル
シトシンが形成されたために，G：C→A：TまたはC：G
→T：Aトランジッションが誘導されのであろう1姻．一方，
グアニンの7位のアルキル化は，グアニンのプリン環の開
裂を伴うとされている．そのために新たに合成された相補
的DNAにはアデニンやシトシンが取り込まれやすくなる．
従って，グアニンの7位でのPAHのアルキル化はG：C
→T：AまたはG：C→C：Gトランスバージョンを誘導
するものと考える19）．さらに，1αcZCm　DNAの132番目か
ら136番目のCCCCC配列や211番目から217番目の
AATGCGGのような繰り返し配列では，グアニンの2位
のアミノ基に結合したPAHがDNAの二重らせんの溝に
入り，歪みを生じさせたためにフレームシフトが誘導され，
欠失が生じたものと思われる20）．
　今回の変異原性試験では，BMH7H8〃観Sを宿主菌と
して使用した．BMH71－18配躍Sは，ミスマッチ修復機能
を欠損しているために塩基置換型の突然変異を優先的に誘
導する21）．従って，BMH71－18粥〃∫Sでは欠失や重複，組
換えといった突然変異の検出感度が低いものと考えられる．
PAHは，その構造上，　DNAの二重らせんの溝に容易に入
り込むことができるためにDNA二重らせんの歪みによる
欠失や付加それに組換えといった突然変異をより強く誘発
する可能性がある．PAHの突然変異の様相をさらに詳細
に検討するためには，K12野生株，それにDNA損傷に対
するSOS修復機能や除去修復機能などを欠損した宿主菌
株を用いて，pUC19－1αoZC141　reversion　assayを行う必要
があると考える．
　さらに，従来の変異原性試験では主にラットやマウスの
代謝活性系が活用され，変異原性がない，あるいはあって
も極めて弱いとされたPAHについては注意を促すことを
してこなかったように思われる．しかし，ヒトCYPIA1を
用いた今回のpUC19－1αoZC141　DNA　reversion　assayでは，
試験を行ったほとんどのPAHにおいて変異原性が認めら
れた．このことは，PAH類がヒトにとって本質的に変異
原であることを示唆している．従って，ヒトに対する
PAH類の発がん性などの評価を行う場合，ヒトの代謝活
性系を用いた変異原性試験などを必須試験とすることが重
要と考える．
結 語
　pUC19－1αcZC141　DNA　reversion　assayを用いて多環式
芳香族炭化水素類（PAH類）の変異原性を調べた．18種
類のPAH類は，　Aloclor　1254で処理したラットの肝S9と
ヒトCYPIA1により前処理を行った後，大腸菌BMH71－
18醒〃’Sを宿主菌としてPAH類のDNA損傷により誘導さ
れる突然変異を解析した．pUC19－1〃oZC141　DNA　rever－
sion　assayの結果から，18種類のPAHのほとんどすべて
が変異原活性を保持していることが認められた．その中で
特に，ラットの酵素系は1，2－BA，　Pyr，1，2：3，4－DBA，
BghiP，　BbF，　BeP，　Cri，　Dbcriを強い変異原に，ヒトの
CYP酵素系はこれらのほかにCor，　Flu，　BjF，1，2：8，9－
DPB，1，2：5，6－DBAを強い変異原に活性化した．これら
のことから，ラットとヒトの代謝酵素系では個々のPAH
に対する作用機序に違いがあることが示唆された．さらに，
突然変異の様相を解析すると，PAH類は類似した突然変
異を誘導することが明らかになった．ヒトCYPIA1で前処
理したPAHにより誘導された突然変異の80％以上は塩基
置換によるものであり，ほかにフレームシフト型変異が認
められた．なお，塩基置換変異の大部分はG：C→A：T
（C：G→T：A）トランジッション型突然変異であった．
また，PAHによる突然変異は，主にpUC19－1αcZC141
DNAのG：C塩基対が連続する領域での塩基対の置換あ
るいは角々により誘導されていることが認められた．
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